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【要約】 
 
 
 
Chemical chaperons attenuate the development of  
Morphine antinociceptive tolerance 
（ 化学シャペロンによるモルヒネ耐性形成の抑制 ） 
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 モルヒネを代表とするオピオイドはオピオイド受容体を介して、鎮痛作用を発現する。
これらのオピオイド受容体は GTP結合蛋白質（G蛋白）共役型受容体で、細胞膜を７回
貫通する複雑な構造を持つ。モルヒネは主に muオピオイド受容体（MOR）に結合し、脊
髄後角あるいは脳幹部の神経細胞を刺激し疼痛抑制系路を活性化することによって鎮
痛作用を発現する。内因性のオピオイドペプチドあるいは合成ペプチド（DAMGO）によ
って刺激された MORは G蛋白を介して、adenyl cyclase の抑制、phospholipase C の活
性化、MAP キナーゼ、AP1 複合体の活性化などの細胞内情報伝達系を通じて鎮痛作用を
発現する。一方、MORは GRKキナーゼによってリン酸化され、arrestinとの結合を介し
て細胞内に内在化（internalization）される。これによって、G蛋白細胞内情報伝達系
と一時的に遮断されるが(desensitization)、MOR は一部はリソゾームで分解されるも
のの、数分から数十分で再び細胞表面に発現し、G 蛋白と共役した活性型に戻る
（resensitization）。これに対して、モルヒネは MORに結合し鎮痛作用を発現するもの
の 、 GRK キ ナーゼ によ るリン 酸化 や arrestin との結合 の程度 が弱く 、
desensitization/resensitization が起こり難い。このためモルヒネの連続使用によっ
て MORを介して細胞内情報伝達系に刺激が入り続ける。こうした持続的な MORへの刺激
入力が細胞内情報伝達系に何らかの変化を起こし、鎮痛作用が効率的に発現しなくなり、
耐性が生じると考えられる。我々は、こうした変化の原因として小胞体ストレス反応を
想定した。 
 細胞表面受容体などの膜蛋白や分泌蛋白は小胞体膜上で合成され、小胞体に挿入され
て、小胞体に局在する分子シャペロンである BiP等との相互作用によって折り畳み構造
が形成され、糖鎖付加、複合体形成がなされ、機能的にも成熟して小胞体から分泌され
る。こうした過程が虚血、再灌流、低栄養、低酸素、スーパーオキシド、毒物などの外
界からの侵襲や遺伝子変異によって阻害されると、小胞体内に折り畳み構造の異常な蛋
白質が蓄積し、IRE1、PERK、ATF6 などの小胞体膜蛋白質が活性化され、さらに ASK1、
JNKなどの種々の細胞内情報伝達分子が活性化され小胞体ストレス反応が起こる。その
結果、分子シャペロンの産生増加、蛋白合成の抑制、異常蛋白質の分解促進、が起こり、
細胞は異常な蛋白質を排除しようとする。さらに、異常な蛋白質が蓄積すると細胞機能
障害、細胞死が起こる。近年こうした小胞体ストレス反応がアルツハイマー病、パーキ
ンソン病などの神経変性疾患や躁鬱病、糖尿病、心筋症を始めとする種々の疾患に関与
している事が示唆されている。 
 MORの活性化によって神経細胞には刺激が入り、小胞体での神経伝達物質の産生分泌
が亢進すると考えられる。また、MOR の活性化によって小胞体に貯蔵された Ca2+が細胞
質に放出される。小胞体は細胞内で Ca2+が貯蔵される主な部位であるが、小胞体から Ca2+
が放出されることで、小胞体内の分子シャペロンの機能も阻害され、小胞体内に折り畳
み構造の異常な蛋白質が蓄積し易くなる。モルヒネの連続使用によって持続的に MORへ
刺激入力があると、こうしたことから負荷がかかり、小胞体ストレス反応が起こると考
えられる。小胞体ストレス反応と MOR細胞内情報伝達系との関連を in vivo で検討する
ために、変異 BiPノックインマウス(6)を用いて、モルヒネ耐性形成を検討した。BiPは
小胞体ストレス反応を担う中心的な分子シャペロンであり、細胞にとって不可欠の分子
である。我々は、マウス BiPゲノム遺伝子をクローニングし、相同組換えによって、正
常 BiPではなく、カルボキシ末端の KDEL配列(7)が欠損した変異 BiPが発現する、変異
BiPノックインマウスを作製した。変異 BiPノックインホモマウスは生後１日で呼吸不
全で死亡するが、ヘテロマウスは一見正常に成長する事が分った。この変異 BiPヘテロ
マウスではモルヒネ連続投与による耐性形成がモルヒネ連続投与による耐性形成が抑
制されていた。 
 小胞体ストレス反応と、MOR の細胞内情報伝達系の接点として、我々は Glycogen 
Synthase Kinase3 β (GSK3β)に着目した。GSK3βはすべての細胞に存在し、生理的に
も、また種々の疾患発症にも重要な細胞内情報伝達分子である。小胞体ストレス反応の
亢進によって、GSK3βは活性化される。一方、MORが活性化されると、PI3 キナーゼ/AKT
の活性化を介して GSK3βは抑制されることが示されていた。しかしながら、モルヒネ
連続投与によって耐性が形成された野生型マウスの脳では、GSK3βが活性化されていた。
我々は MOR 刺激による鎮痛作用発現には GSK3βが抑制されている事が必要と考え、マ
ウスにモルヒネを連続投与し、GSK3β阻害剤を併用した所、モルヒネ連続投与による耐
性形成が抑制された。他施設からもラットで同様の結果が報告された。また、変異 BiP
マウスの神経細胞を調べた所、GSK3βが抑制されている事が分かった。即ち、モルヒネ
連続投与によって GSK3βが活性化され、また、GSK3β阻害剤を併用することによって、
モルヒネ耐性形成が阻害されるた。また、変異 BiP マウスでは GSK3βが抑制されてお
り、モルヒネ耐性形成が阻害されていた。従って、モルヒネの連続使用による小胞体ス
トレスを緩和することによって、耐性形成が抑制され、鎮痛効果が保たれると考えられ
る。 
本研究では 10 週令の雄の野生型マウスに 5 日間連続してモルヒネを腹腔内投与し、
化学シャペロンとして tauroursodeoxycholate(TUDCA)、4-phanylbutylate(PBA)の経口
投与を併用した。モルヒネの鎮痛効果を１日目と 5日目のモルヒネ投与後にホットプレ
ートテスト（HPT）にて評価した。HPTはモルヒネの腹腔内投与前、投与後 5,15,30,45,60
分後の時点で疼痛反応が起こるまでの潜時を測定した。疼痛反応は「ジャンプする」「後
ろ足をなめる」の 2 行動とし、潜時から％MPE を求めモルヒネの鎮痛効果を評価した。
マウスの熱傷予防のためカットオフ値を 60秒に設定した。％MPE ＝ 100×(HPTの最長
潜時 － モルヒネ投与前の潜時）/（60 ― モルヒネ投与前の潜時）とした。5 日目の
HPT後、神経サンプルを採取した。脳幹のタンパクサンプルをウェスタンブロット解析
し、組織標本を免疫蛍光染色にて観察し、モルヒネ耐性形成に関して生化学的な考察を
行った。 
モルヒネ単独投与群では HPT において潜時が短縮しており耐性形成によりモルヒネ
の鎮痛効果が減弱したと考えられた。化学シャペロン併用投与群では、モルヒネ単独投
与群に比べて有意に潜時が長く、耐性形成が抑制されたためにモルヒネの鎮痛効果が保
たれておりモルヒネの鎮痛効果が保たれたと考えらえれた。 
脳幹タンパクサンプルのウェスタンブロットで不活性型の GSK3βを比較検討した。
モルヒネ耐性マウスは鎮痛効果が保たれている PBA併用投与マウス、モルヒネ単回投与
マウスに比べて不活性型の GSK3β量が有意に少なかった。 
中脳水道周囲灰白質に存在する MOR 発現細胞における小胞体シャペロンの発現量を
蛍光顕微鏡で検討した。モルヒネ耐性マウスは PBA併用投与マウス、モルヒネ単回投与
マウスに比べて小胞体シャペロンが有意に多く存在する傾向が認められた。 
これらのデータをまとめると、モルヒネの単回投与では小胞体ストレスは惹起されず
耐性形成は起こらなかった。しかし、モルヒネ連続投与によって耐性が形成されたマウ
スの脳では、小胞体ストレスが惹起され GSK3βが不活性化していた。、小胞体ストレス
を緩和する作用をもつ PBA の併用投与によって鎮痛効果が保たれていたマウスの脳で
は小胞体シャペロン産生は亢進しておらず GSK3βは不活性化状態を保っていた。 
小胞体ストレス反応はモルヒネの耐性形成に関与しており、化学シャペロンはモルヒ
ネの耐性形成制御に有用である可能性があることが示唆された。 
 
